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PEPTIDES CAPABLES D'INHIBER L'ENDOCYTOSR PR L'APP ET 
SEQUENCES NUCLEOTIDIOUES CORRESPONDANTFi; 

La presente invention conceme de nouvelles sequences peptidiques et 
nucleotidiques, et leur utilisation pharmaceutique. Plus particuligrement, la pi^ente 
5 invention conceme de nouveaux peptides capables d'inhiber au moins partiellement Is 
phenomdne d'endocjlose de I'APP. 

Le peptide (3 amyloiide, le constituant majeur de la plaque amyloide, est un 
peptide d'environ 40 acides amines de 4kDa. issu du clivage de I'APP (Pr6curseur du 
Peptide Amyloide). II s'accumule de fa§on importante dans le cerveau, non seulement 
10 dans la maladie d'Alzheimer mais aussi dans le syndrome de Down plus communement 
appele trisomie 21. 

L'APP est une proteine glycosylee de 100 i 140kDa, possedant plusieurs 
domaines dont une region transmembranaire, un domaine extracellulaire et un domaine 
cytoplasmique. La region de la mol6cule plus specifiquement concemee par 
15 I'expression du peptide (3 amyloide chevauche en partie le domaine transmembranaire 
et s'etend d'autre part au sein du domaine extracellulaire. Trois formes majoritaires de 
r APP, resultant d'un epissage altematif , ont 6t6 caracterisees. Le gdne de I'APP est 
localise sur le chromosome 21 et des mutations y ont ete identifiees dans 3 a 5% des 
patients atteints des formes f amiliales de la maladie d'Alzheimer. 

20 Le role physiologique de I'APP n'est, a ce jour, pas compldtement 61ucide ; 

toutefois, on pense qu'il est implique dans le contact synaptique, agit i titire de facteur 
de regulation de croissance, et est neuroprotectif . 

Des donnees r^centes de la litterature ont montr6 le role important de 
I'endocj^se de I'APP pour la production du peptide p amyloide, et ont permis 

25 d'identifier des Elements de sequence, au sein de la region cytoplasmique, utilises 
comme slgnaux d'endocytose. C'est ainsi que des cellules transfectees avec une 
construction d'ADNc deletee du domaine C terminal cytosolique de I'APP, permettent 
uniquement la production de la forme soluble de I'APP et ne produisent pas le peptide 
|3 amyloide. Toutefois, in vivo, on ne connait pas encore la nature precise des 

30 6v6nements respcmsables de I'activation de I'endocytose de I'APP ni de la transduction 
des signaux qui lui sont associ^. 
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L'61ucidation du role exact de ces signaux d'endocytose dans les cellules, de 
leur mode de fonctionnement et de leurs caractSristiques constitue done un enjeu 
majeur pour la comprehension et I'approche therapeutique de la maladie d'Alzheimer et 
plus g6n6ralement des maladies neurodegeneratives. 

5 La jM-esente invention r6sulte de la mise en evidence par la demanderesse que 

la pioteine FE65 ne constitue pas uniquement un activateur transcriptionnel dans le 
cerveau mais qu'elle interagit egalement au niveau de la region cytoplasmique de I'APP 
en intervenant dans la modulation de I'endocytose de I'APP. 

La presente invention resulte plus particulierement de I'identification et de la 
10 caracterisation de regions particulieres (dites regions effectrices) de la proteine FE65, 
impliquees dans la transduction des signaux d'activation de I'endocytose de I'APP. La 
mise en evidence de I'existence de telles regions permet d'envisager la preparation de 
nouveaux peptides utilisables pharmaceutiquemenL 

15 Au sens de la presente invention, la denomination proteine FE65 couvre la 

proteine en soit ainsi que toutes ses formes homologues. Par forme homologue on 
entend designer toute proteine equivalente i la proteine consideree, d'origine cellulaire 
diverse et notamment issue de cellules d'origine humaine, ou d'autres organismes, et 
possedant une activite de meme type. De telles sequences homologues peuvent etre 

20 obtenues par des experiences d'hybridation. Au sens de 1' invention, il suffit qu'une 
sequence de ce type presente un pourcentage d'identite significatif pour conduire a un 
comporteraent physiologique assimilable i celui de la proteine FE 65 tel que 
revendique. 

Un premier objet de I'invention conceme done des peptides capables 
25 d'interferer au moins partiellement au niveau de I'interaction de la proteine FE65, ou 
de I'une de ses formes homologues, avec la region cytoplasmique de I'APP. 

Cette interference d'un peptide selon I'invention peut se manif ester sous 
differents aspects. Le peptide revendique peut ralentir, inhiber ou stimuler au moins 
partiellement I'interaction entre la proteine FE65 ou I'une de ses formes homologues 
30 avec la region cytoplasmique de I'APP. De tels peptides sont preferentiellement des 
peptides capables '''mtagoniser au moins partiellement cette interaction. 
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Selon un mode particulia* de I'invention, les peptides sont capables de se lier 
au niveau du domaine d'interaction entre la protSine FE65 ou I'une de ses focmes 
homologues et la region cytoplasmique de I'APP. 

Plias pr6f&entiellement, les peptides de I'invention comprennent tout ou partie 
5 de la sequence peptidique codant pour la protSine FE65 presentee en SEQ ID N**!, 
SEQ ID N°2 ou un de ses d&ives. 

Au sens de la pr^sente invention, le terme d6rive designe toute sequence 
diff&ant de la sequence consid6r6e en raison d'une d6g6n6rescence du code g6netique, 
obtenue par une ou plusieurs modifications de nature g6n6tique et/ou chimique, ainsi 

10 que toute sequence hybridant avec ces sequences ou des fragments de ceUes-ci et 
conservant la capacity d'interagir au niveau de I'interaction entre la proteine FE65, ou 
I'un de ses homologues, et la region cytoplasmique de I'APP. Par modification de 
nature genetique et/ou dumique, on peut entendre toute mutation, substitution, 
d€16tion, addition et/ou modification d'un ou plusieurs r6sidus. Le terme derive 

15 comprend egalement les sequences homologues k la sequence considerfee, issues 
d'autres sources cellulaires et notamment de cellules d'origine humaine, ou d'autres 
organismes, et possedant une activite de meme type. De telles sequences homologues 
peuvent 6tre obtenues par des experiences d'hybridation. Les hybridations peuvent etre 
realis6es a partir de banques d'acides nucleiques. en utilisant comme sonde la s^uence 

20 native ou un fragment de celle-ci, dans des conditions variables d'hybridation 
(Maniatis et al., Cf techniques g6n6rales de biologic moleculaire). 

De tels derives peuvent etre g6n6res dans des buts diff6rents, tels que 
notamment celui d'augmenter leur efficacite th^rapeutique ou de reduire leurs effets 
secondaires, ou celui de leur conferer de nouvelles propri6t6s pharmacocinetiques 

25 et/ou biologiques. 

En tant que peptide derive de la proteine FE65 et des formes homologues, on 
peut citer notamment tout peptide capable d'interagir avec la region cytoplasmique de 
I'APP, mais portant ime region effectrioe rendue non fonctionnelle. De tels peptides 
peuvent etre obtenus par deletion, mutation ou disruption de cette region effectrice sur 

30 la proteine FE65 et des formes homologues. De telles modifications peuvent etre 
effectu^ par exemple par mutagen^se in vitro, par introduction d'elements 
additionnels ou de sequences synth^tiques, ou par des d616tions ou des substitutions 
des elements originels. Lorsqu'un derive tel que defini ci-dessus est r6alisS. son activity 
d'inhibiteur partiel de la fixation de la protSiiM FE65 et des formes homologues sur son 



wo 98/21327 



PCT/FR96/01775 



site de fixation sur I'APP peut Stre tnise en Evidence. Toute technique connue de 
rhomme de Tart peut bien 6videmment Stre utilisee k cet effet 

U peut ^galement s'agir de fragments des sequences indiquees ci-dessus. De 
tels fragments peuvent gtre g^^es de diff^rentes fa^ons. En particulier, ils peuvent 
5 etre synthetises par voie chimique, sur la base des sequences donnees dans la presente 
demande. en utilisant les synth6tiseurs peptidiques connus de rhomme du metier. lis 
peuvent 6galement etre synlh§tis& par voie g6n6tique, par ejqjression dans un hote 
cellulaire d'une sequence nucleotidique codant pour le peptide recherche. Dans ce cas, 
la sequence nucleotidique peut etre prepairee chimiquement en utilisant un synthetiseur 

10 d'oligonucl6otides, sur la base de la s^uence peptidique donnSe dans la presente 
demande et du code genetique. La sequence nucleotidique peut egalement Stre 
preparee a partir des sequences donntes dans la presente demande, par coupures 
enzymatiques, ligature, clonage, etc, selon les techniques connues de lliomme du 
metier, ou par criblage de banques d'ADN avec des sondes 61aborees a partir de ces 

15 sequences. 

Par aiUeurs, les peptides de I'invention i savoir capables de ralentir ou 
d'inhiber au moins partiellement I'interaction entre la proteine FE65 et des formes 
homologues et la region cytoplasmique de TAP? peuvent Egalement etre des peptides 
ayant une sequence correspondant au site d'interaction de la proteine FE65 et des 
20 formes homologues sur la region cytoplasmique de TAP?. 

D'autres peptides selon I'invention sont les peptides capables d'entrer en 
competition avec les peptides d^finis ci-dessus pour I'interaction avec leur cible 
cellulaire. De tels peptides peuvent etre synthetises notamment sur la base de la 
sequence du peptide consid6r6, et leur capacity a entrer en competition avec tes 
25 peptides d6finis ci-dessus peut etre d6terminee. 

Un autre objet de I'invention reside dans des anticorps ou fragments 
d'anticorps polyclonaux ou monoclonaux diriges centre un peptide tel que d6fini 
d-avant. De tels anticorps peuvent etre g6n&6s par des m6thodes connues de I'homme 
du metier. En particulier, ces anticorps peuvent 6tre prepares par immunisation dW 
30 animal contre un peptide de I'invention, p:616vement du sang, et isolement des 
anticorps. Ces anticorps peuvent egalement etre generis par preparation d'hybridomes 
selon les techniques connues de I'homme de I'art 

Plus pref6rentiellement, les anticorps ou fragments d'anticorps de I'invention 
presentent la capacity d'inhiber au moins partiellement I'interaction des peptides 
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revendiqufe avec la r§gion cytoplasmique de I'APP. Us peuvent ainsi etre utilises pour 
moduler I'endocytose de I'APP. 

Par ailleurs, ces anticcnps peuvent 6galement Stre utilises pour d6tecter et/ou 
doser I'expression ou la suiexpression de I'APP dans des echantillons biologiques. et de 
5 ce fait, pour renseigner sur son 6tat d'activation. 

L'invention foumit ggalement des composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques utilisables pharmaceutiquement. II est en effet possible, k 
partir des motifs prot6iques actifs decrits dans la presente demande, de r6aliser des 

10 molecules inhibitrices de la voie de signalisation dependante de la proteine FE65 non 
exclusivement peptidiques et compatibles avec une utilisation pharmaceutique. 

La presente invention a egalement pour objet toute sequence nucl6otidique 
codant pour un peptide selon l'invention. U peut s'agir en particulier d'une sequence 
comprenant tout ou partie de la sequence presentee en SEQ ID N^l, SEQ ID N°2 ou 

15 une de leurs d6riv6s. Par sequence deriv6e, on entend au sens de la presente invention 
toute sequence hybridant avec la sequence presentee en SEQ ID N°l ou en SEQ ID 
N°2 ou avec vai fragment de celles-ci et codant pour un peptide selon l'invention, ainsi 
que les sequences resultant de ces demi^res par degenerescence du code g6n6tique. 
Les diff6rentes sequences nucleotidiques de l'invention peuvent etre d'origine 

20 artifidelle ou non. II peut s'agir de sequences g6nomiques, d'ADNc, d'ARN, de 
s6quences hybrides ou de sequences synthetiques ou semi-synth§tiques. Ces sequences 
peuvent etre obtenues soit par criblage de banques d'ADN (banque d'ADNc, banque 
d'ADN genomique), soit par synthase chimique, soit par des m^thodes mixtes incluant 
la modification chimique ou enzymatique de sequences obtenues par aiblage de 

25 banques. , 

De telles sequences nucleotidiques peuvent 6tre utilis6es pour la production 
des peptides de l'invention. La presente demande conceme ainsi un proced6 de r 
preparation d'un tel peptide selon lequel on cultive une cellule contenant une sequence 
nucleotidique selon l'invention, dans des conditions d'expression de ladite sequence et 

30 on r6cupdre le peptide produit. Dans ce cas, la partie codant pour ledit peptide est 
g6n6ralement plac6e sous le controle de signaux permettant son e;q)ression dans un 
hote cellulaiiB. Le dioix de ces signaux (promoteurs, terminateurs, sequence "leader" 
de secretion, etc) peut varier en fonction de I'hote cellulaire utilise. Par ailleurs, les 
sequences nucl6otidiques de I'invattion peuvent faire partie d'un vecteur qui peut 6tre 

35 i r^lication autonome ou int^gratif. Plus particulierement, des vecteurs k replication 
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autonome peuvent Stre prepares en utilisant des sequences i replication autonome 
chez I'hote choisi. S'agissant des vecteurs integratifs, ceux-ci peuvent etre prepares par 
exemple en utilisant des sequences homologues a certaines regions du genome de 
I'hote, permettant, par recombinaison homologue, I'integration du vecteur. 

5 Les botes cellulaires utilisables pour la production des peptides de I'invention 

par voie recombinante sont aussi bien des hotes eucaryotes que procaryotes. Pamni les 
hotes eucaryotes qui conviennent. on peut citer les cellules animales, les levures. ou les 
champignons. En particulier, s'agissant de levures, on peut citer les levures du genre 
Saccharomyces, Kluyveromyces, Pichia, Schwanniomyces, ou Hansenula. S'agissant 

10 de cellules animales, on peut citer les cellules COS, CHO, C127, etc. Parmi les 
champignons, on peut citer plus particulierement Aspergillus ssp, ou Trichoderma ssp. 
Conune hotes procaryotes, on prefdre utiliser les bacteries suivantes Exoli, Bacillus, 
ou Streptomyces. 

Les s6quences d'acides nucl6iques selon I'invention peuvent egalement servir a 

15 la realisation d'oligonucleotides antisens ou d'antisens gen6tiques utilisables comme 
agents pharmaceutiques. Les sequences antisens sont des oligonucleotides de petite 
taille, compl6mentaire du brin codant d'un gene donn§, et de ce fait capables d'hybrider 
specif iquement avec I'ARNm transcrit, inhibant sa traduction en proteine. L'invention a 
ainsi pour objet les s6quences antisens capables d'inhiber au moins partiellement 

20 I'interaction des prot6ines FE65 sur la region cytoplasmique de I'APP. De telles 
sequences peuvent etre constituees par tout ou partie des sequences nucl6iques 
definies ci-avant II s'agit gen6ralement de sequences ou de fragments de s6quences 
compl6mentaires de sequences codant pour des peptides interagissant avec la region 
cytoplasmique de I'APP. De tels oligonucleotides peuvent Stre obtenus par 

25 fragmentation, etc, ou par synthese chimique. 

Les s6quences revendiqu6es peuvent Itre utilis6es dans le cadre de therapies 
g6niques, pour le transfert et I'expression in vivo de sequences antisens ou de peptides 
capables de moduler I'interaction des proteines FE65 avec la region cytoplasmique de 
I'APP. A cet egard, les sequences peuvent Stre ihcorporfees dans des vecteurs viraux 

30 ou non viraux , permettant leur administration in vivo (Medecine et Sciences 7 (1991) 
705). A titre de vecteurs viraux conformes Ji I'invention on peut tout particulidrement 
citer les vecteurs de type adenovirus, rfetrovirus, virus adeno-associ6 ou virus de 
I'herp^. La pr6sente demande a 6galement pour objet des \mxs recombinants defectifs 
comprenant ime sequence nucleique hSt^rologue codant pour un polypeptide selon 

35 I'invention. 
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L'invention permet 6galement la realisation de sondes nucl6otidiques, 
synthStiques ou non, capables de sTiylffider avec les sequences nucl6otidiques definies 
ci-avant, utilisables dans le cadre d'une th6rapie genique. De telles sondes peuvent dtre 
utilis6es in vitro comme outil de diagnostic, potir la detection de I'expression ou 
5 surexpression de I'APP, ou encore pour la mise en Evidence d'anomalies g6n6tiques 
(mauvais epissage, polymorphisme, mutations ponctuelles, etc). Ces sondes peuvent 
egalement etre utilisees pour la mise en Evidence et I'isolement de sequences d'acides 
nucleiques homologues codant pour des peptides tels que definis precedemment, 4 
partir d'autres sources cellulaires et preferentiellement de cellules d'origines humaines. 
10 Les sondes de l'invention comportent g6neralement au moins 10 bases, et elles peuvent 
par exemple comporter jusqu'a Tintegralit^ d'une des sequences precitees ou de leur 
brin compl6mentaire. Preferentiellement, ces sondes sont, prealablement a leur 
utilisation, marquees. Pour cela, differentes techniques connues de I'homme du metier 
peuvent etre employees (marquage radioactif, enzymatique, etc). 

15 L'invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique 

comprenant comme principe actif au moins un peptide tel que defini ci-avant. 

Elle a aussi pour objet toute composition pharmaceutique comprenant comme 
principe actif au moins un anticorps et/ou un fragment d'anticorps tel que defini ci- 
avant, ainsi que toute composition pharmaceutique comprenant conime principe actif 

20 au moiiis une s6quence nucleotidique telle que d^finie ci-avant. 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, anticorps et sequence nucltotidique definis ci-avant sont 
associ6s entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

Les compositions pharmaceutiques selon l'invention peuvent Stre utilis6es 

25 pour moduler I'activation des protfeines AFP et de ce fait pour modxiler son endocytose 
et la production de peptides |3 amyloide. Plus parliculierement, ces compositions 
pharmaceutiques sont destinees k moduler I'interaction entre les proteines FE65 et la 
region cytoplasmique de I'APP. Plus preferentiellement, ces compositions sont 
destinees a ralentir ou inhiber au moins partiellement I'interaction des proteines FE65 

30 avec la region cytoplasmique de I'APP. II s'agit plus preferentiellement de 
compositions pharmaceutiques destin6es au traitement de maladies neurodegeneratives 
comme par exemple la maladie d' Alzheimer et la trisomie 21. 

L'invention a encore pour objet I'utilisation des molecules d6crites ci-avant 
pour moduler I'activation de I'endocytose de I'APP ou le typage de maladies 
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neiux)d6g6neratives. En particulier. rinvention conceme I'utilisation de ces molecules 
pour inhiber au moins partiellement I'activation de I'endocj^ose de I'APP. 

D'autres avantages de la pr6sente invention apparaitront i la lecture des 
exemples et figures qui suivent, qui doivent 6tre consideres comma illustratifs et non 
5 limitatifs. 

Le gendes des figures : 

Figure 1 : Representation du vecteur pG AL4DB-CAPP 

10 

Figure 2: Representation d' ADNs plasmidiques sur gels obtenus selon I'exemple 3. 
Figure 3: Comparaison de fragments nucleotidiques de FE65 d'origines diverses 

15 MATERIELS ET TECHNIQUES MIS EN OEUVRE 
1> Les souches de levures.utilis6es sont: 

La souche YCM du genre S.cerevisiae (MATa, ura3-52, his3-200. ade2-101, lys2- 
20 801. trpl-901, leu2-3,112. canr. gal4-542. gal80-538. URA3::GALlllO-lacZ, 
LYS::GAL1I10-HIS3) a ete utilisee c»mme outil de criblage de la banque de fusion de 
cerveau par le systSme deux hybrides. 

La souche L40 du genre S.cerevisiae iMata, his3D200. trpl-901. Ieu2-3,112. ade2, 
LYS2:: (lexAop)4-HIS3, URA3::(lexAop)8-LacZ. GAL4) a ete utilisee pour v6rifier les 
25 interactions proteine-proteine quand I'tin des partenaires prot6iques est fusionne & la 
prot^ine LexA. Cette demidre est capable de reconnaitre I'^lement de r6ponse LexA 
contiolant re;q)ression des genes rapporteurs LacZ et His3. 

Elles ont ete cultiv6es sur les milietix de culture suivants:. 

30 Milieu YPD complet : -Extrait de levures (lOg/1) (Difco) 

-Bactopeptone (20gA) (Difco) 
-Glucose (20gA) (Merck) 
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Ce milieu a et6 rendu solide par addition de 20g/l d' agar (Difco) . 

Milieu YNB nunimum :-Yeast Nitrogen Base (sans acides amines) (6,7g/l) (Difco) 

- Glucose (20g/l) (Merck) 
Ce milieu peut etre rendu solide par addition de 20g/l d'agar (Difco). 

5 Pour permettre la croissance des levures auxotrophes sur ce milieu, il est n^cessaire 
d'y ajouter les acides amines ou les bases azot6es, pour lesquelles elles sont 
dependantes a 50mg/ml. 100 ^ig/ml d'ampicilline sont ajoutes au milieu afin d'eviter 
les contaminations bacteriennes. 

2) La souche de bact6rie utilisee est :. 

10 La souche TGI d'Escherichia coU de genotype supE, hsdA5, thi, A(lac-proAB), F'[tra 
D36 pro A*B* lacf lacZAMlS]. Elle a ete employee comme moyen d' amplification et 
d'isolement de plasmides recombinants utilises. 

Elle a 6te cultiv6e sur 
Milieu LB : -NaCl (5g/l) (Difco) 

15 -Bactotryptone (lOg/1) (Difco) 

-Extrait de levure (5g/l) (Difco) 
Ce milieu peut etre rendu solide par addition de 20g/l d'agar (Difco). 

L'ampicilline a et6 utilisee a lOOjig/ml, cet antibiotique sert a selectionner les bacteries 
ayant regu les plasmides portant comme marqueur le gene de resistance a cet 
20 antibiotique. 

3) Les plasmides mis en oeuvre sont:. 

Ijs vecteur pGBTlO. (Clontech),un plaanide navette de 5,4kb qui possdde une origine 
replication bactaienne et de levure lui permettant de se r6pliquer a haut nombre de 
copies chez ces deux micro-organismes. Ce plasmide contient m site multiple de 
25 clonage situe en aval de la sequence codant pour le domaine de liaison i I'ADN de 
GAL4 et en amont d'un terminateur pour former ime proteine de fusion. II contient 
fegalement le g&ie TRPl de S. cerevisiae qui permet de complementer les levures de 
genotype trpl afin de les selectionner sur m milieu minimum ne contenant pas de 
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tryptophane. Ce vecteur porte le de resistance i rampicilline qui permet de 
selectionner les bacteries le poss6dant sur un milieu contenant de 1' ampicilline. 

Le vecteur pGADlO. foumi par Clontech et qui permet I'expression chez la levure de 
proleines de fusion entre le domaine transactivateur de GAL4 et une prot6ine cod6e 
5 par r ADNc provenant d'une banque de cerveau, insere au niveau d'un site EcoRL 

Le vecteur pLex9 (pBTM116) (Bartel et al D.A Hartley Ed, Oxford University press 
page 153) de 5kb homologue au pGBTlO qui contient un site multiple de clonage 
situ6 en aval de la sequence codant pour le rSpresseur bacterien LexA et en amont 
d'un terminateur pour former une proteine de fusion. 

10 4> les oligonucleotides de synthese em ployes sont:. 

CAA GTC GAC CTA GTT CTG CAT CTG CTC (SEQ ID N°3) 
CAAGAATTCAAGAAACAGTACACATCC (SEQIDN°4) 
Oligonucleotides qui ont permis d'obtenir le fragment PGR correspondant au CAPP 
avec les sites EcoRI et Sail. 

15 Les oligonucleotides sont synthetises sur I'appareil Applied System ABI 394-08. lis 
sont decroches de la matrice de synthese par de I'ammoniac et pr6cipit6s deux fois par 
10 volumes de n-butanol puis repris dans de I'eau. La quantification est effectuee par 
mesiire de la densite optique (IDO correspond h 30|ig/ml). 

5) Preparation des ADN plasmidiques. 

20 Les grandes quantites d'ADN sont pr6par6es en utilisant le Kit de preparation rapide 
d' ADN de Prom6ga. 

Les petites quantites d'ADN sont pr6parees de la maniere suivante: les bact6ries 
contenant le plasmide sont cultiv&es pendant au moins 4 heures dans 2ml de milieu LB 
dans un shaker & agitation. Elles sont ensuite centrifug6es pendant 2 minutes k 14000 

25 rpm dans des tubes Ependorf, puis le culot est remis en suspension dans 100^1 de la 
solution I (50mM de glucose, 25mM de tampon Tris HCl pH8, lOmM EDTA pHS). 
lysees par 200jil de la solution II (0.2M de NaOH, 1% de SDS). La solution de lyse 
est ensuite neutralis6e par 150pd de la solution in (3M d'acetate de potassium, 11.5% 
(v/v) d'acide ac6tique glacial). Apr&s agitation des tubes jusqu'S obtenir un precipite 

30 floconnetix, 150^1 a un m61ange de ph^nol/Chloroforme (50% de phenol et 50% de 
chloroforme satures en eau) sont ajoutes, et I'ensemble est agite 30 secondes. La 
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phase acqueuse contenant 1' ADN est recuperee aprSs centrifugation pendant 2 minutes 
d 14000 rpm. L' ADN est ensuite pr6cipit6 par addition de 0,5 volume d'isopropanol 
puis centrifug6 5 minutes d 14000 rpm et s6ch6 k I'air pour enfin Stre repris dans 20^1 
de TE RNAse (solution de Tris-HCl lOmM et d'EDTA ImM avec 50|ig/ml de 
5 RNAse). 



6) Amplification enzymatique d' ADN ou PCR (Polymerase Chain Reaction). 

Les reactions de PCR sont effectu6es dans un volume final de lOOjJ en presence de la 
matrice d'ADN, de dNTP (0,2mM), de tampon PCR (Tris-HCL pH 8,5 10 mM, 

10 MgCh ImM, KCl 5 mM, gelatine 0,01%), de 0,5 jig de chacun des oligonucleotides et 
de 2,5 UI d'Ampli Taq DNA polymferase (Perkin Elmer) avec ou sans formamide 
(5%). Le melange est recouvert de 2 gouttes d'huile de paraffine pour limiter 
I'fevaporation de I'echantillon. L'appareil utilise est le "Crocodile II" d'Appligene. 
Nous avons utilis6 une temperature de denaturation de la matrice de 90*'C, une 

15 temperature d'hybridation des oligonucleotides k la matrice inferieure de 5 110 degr6s 
^ la temperature de separation des oligonucleotides et une temperature d' elongation 
par I'enzyme a 72X. 



7) Les ligatures. 

20 Toutes les reactions de ligation sont effectuees k +14*C pendant une nuit dans un 
volume final de 10 nl en presence de 100 i 200 ng de vecteur, 0.5 a 2 ng d'insett, 40 
UI d'enzyme T4 DNA ligase (Biolabs) et un tampon de ligation (Tris-HCl 50 mM pH 
7,8; MgCb 10 mM; DTT 10 mM; ATP 1 mM). Le temoin n6gatif est constitue par la 
ligation du vecteur en I'absence d'insert. 
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8> La tranformation des bactferies par un plasmide est effectuee selon le protocole 
svHYant:. 

La totalite du volume de ligation (10^1) est utiUsee pour transformer les bact6ries TGI 
rendues comp6tentes par la m6thode de Chung et al, ( PNAS,1988 86, 2172-2175). 

5 Les bact6ries TGI sont mises en culture dans un milieu LB liquide pendant quelques 
heures dans me 6tuve i agitation a 37'*C, jusqu'il obtenir une DO de 0.6 i 600nm. Le 
milieu est ensuite centrifug6 i 6000 rpm pendant 10 mn. Les bact6ries sont rendues 
comp6tentes en reprenant le culot bact&ien avec un volume de TSB (milieu LB + 100 
g/1 de PEG 4000, 5% de DMSO, 10 mM de MgCb, 10 mM de MgS04) correspondant 

10 a 1/10 du volume du milieu de la culture initiale. Aprte incubation i 4**C pendant 30 h 
60 minutes, 200fil de bacteries sont mises au contact des produits de ligation pendant 
15 minutes sur la glace. Aprds addition de 200^1 de LB, les bacteries sont incub6es 30 
mn a 37°C puis 6tal6es sur un milieu LB + ampicilline. 

9> Les separation et extrac tion des ADN sont effectuees comme suit: 

15 La separation des ADN est rSalisee en fonction de leur taille par 61ectrophor6se. Pour 
ce f aire; diff&rents gels sont utilises en fonction de la taille des fragments i s6paren 

-gels de polyacrylamides precoul^ (Novex) ^ 6%, 10% et 20% poiir la 
separation des petits fragments d' ADN (75 k 500pb) 

-gel d'agarose a 1% (Gibco BRL) dans un tampon TBE fTris base 90mM; 
20 Borate 90mM; EDTA 2mM) pour la separation de grands fragments d'ADN 
(sup6rieuis k 500pdb) 

-gel d'agarose NuSieve i 2% (FMC Bioproducts) dans un tampon TBE 
pour la separation de petits fragments (inferieurs d 500 pdb). 

Toute migration sur gel d'agarose ou sur gel de polyactylamide est realis6e dans un 
25 tampon TBE et en presence d'un marqueur de poids mol^culaire (1Kb ladder, Gibco 
BRL). L'ADN est melange avec 1/10 du volume du bleu de depot (200g/l de Ficoll, 
0,5g/l de bleu de bromophenol, 50mM d'EDTA) avant d'etre depose sur gel. AprSs 
migration k 100 Volts et coloration au bromure d'6thydium (concentration 0.5[ig/ml 
de gel), les bandes sont visualisees sous la lampe k UV. 

30 L'extraction de I'ADN de la bande d'un gel d'agarose est r6alis6e par electro61ution 
comme suit: Le morceau de gel contenant le fragment d'ADN est decoup6 au scalpel 
et mis dans tm boudin de dialyse ferme par deux pinces et contenant de 100 ^ 500(il de 
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TBE. L'ensemble est mis dans une cuve i electrophorfise ou il subit m champ 
electrique de 100 Volts. L'ADN, aprte etre sorti du gel, est ensuite purifi6 par deux 
extractions au ph6nol/chlorofcMine suivies de deux extractions au chloroforme, puis 
precipit6 en presence d'ac6tate de sodium 0,3M et de 2,5 volume d'6thanol absolu. 
5 Apres centrifugation (5 mn i 14000 rpm) le culot d'ADN est s6che puis repris dans 
20^1 1'eau. 



W) Slfe qiiengape fluo rescent des ADN plasmidiques. 

Le s^quengage est fait suivant le metiiode de Sanger en utilisant 4 

10 dideoxyribonucl6otides poss6dant un marqueur fluorescent different. L' incorporation 
de I'un de ces dideoxyribonucleotides produit un arret dans la replication par la Taq 
polymerase de I'ADN a sequencer. Cette reaction donnera des fragments d'ADN de 
tallies differentes, tous terminus en 3' par un des 4 didfeoixyribonucleotides. 
Un |ig d'un plasmide et 4 picomoles d'un primer sont ajout6s k 9,5[il d'un "prembc" 

15 foumi par Applied Biosystems sous le nom de Prism®. Le volume final doit etre de 
20|al pour effectuer une PGR pendant 25 cycles se decomposant en une 6tape de 
dfeaturation i 96°C pendant 30 secondes.une 6tape d'hybridation a 50°C pendant 15 
secondes et une etape d' elongation a 60**C pendant 4 minutes. 
Les fragments d'ADN, obtenus aprds amplification, sont purifies sur colonne 

20 d'exclusion (Chromaspin-30 de Clontech); et sont ensuite sech6s au Speed Vac. 
L'ensemble est repris par 5iil d'un melange form6 de 24jil d'EDTA (50mM) et 120nl 
de formamide desicmiste. Apc^ denaturation a 96*'C pendant 3 minutes, 3 ft 5[il sont 
d6pos6s sur un gel d'61ectrophor6se. Les differents fragments d'ADN sont s6par6s 
suivant leur taille et vont passer successivement devant un lecteur laser de I'Appareil 

25 370 DNA sequencer (Applied Biosystems) ou les differentes fluorescences vont etre 
detectees. 

1 1) Preparatinn de plasmides de la banq ue de cerveau (Clontech®). 

La banque de fusion d'ADNc de cerveau est vendue sous forme de bacteries. Ces 
demidres ccmtiennent un plasmide pGADlO renfermant un insert correspondant h un 
30 ADNc de cerveau humain. Les ADNc de cette banque sont constitu6s grfice k la 
technique des oligodT et la technique des oligonucleotides d6gen6r§s qui permet 
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d' avoir les parties 5' des ARNm qui sont difficiles i obtenir par la premidre technique. 
Ces cDNA sont clones dans le vecteur pGADlO au niveau du site EcoRI. 

Aprds verification du titre de la banque, 2[il de bact6ries de la banque de fusion de 
cerveau. mises au prfealablement dans 8 ml de LB, sont 6tal6es de f agon non confluente 

5 sur un milieu solide af in de garder la repr6sentativit6 de cette banque. Nous avons ainsi 
6tal6 16 boites de 770 cm^ contenant un milieu LB+ampicilline. Les colonies apparues 
sont reprises pour chacune des boites avec 30ml de LB+ampicilline liquide. Les 
suspensions obtenues sont ensuite mises dans un Erien et mises k incuber dans un 
shaker a 37°C pendant 3 heures. L'ADN est ensuite extrait de ces souches par la 

10 technique de la Maxiprep. La concentration en ADN sera determinte i 260nm. 



12) Transformation de la levure par un plasmide . 

Les levures prealablement cultiv§es dans 100ml de milieu liquide sont r&colt6es apres 
centrifugation a 3000 rpm pendant 3 minutes et mises en suspension dans 1ml d'eau 

15 stmle. Aprds centrifugation a 3000 rpm pendant 3 minutes le culot cellulaire est remis 
en suspension dans 1 ml d'eau sterile puis centrifug6 a nouveau. Cette operation est 
r6p6t6e une nouvelle fois afin d'61iminer toute trace du milieu de culture. Les levures 
sont ensuite reprises par 1 ml de la solution I de transformation (LiAc O.IM, Tris-HCl 
pH 7,5 lOmM. EDTA ImM). puis centrifugfees a 3000 rpm pendant 3 minutes. Le 

20 culot cellulaire est repris £k nouveau dans 1 ml de la solution I de transformation. 50|il 
de cette suspension de levures sont mis en presence de 50[ig d'ADN de sperme de 
saumon et de 1 a 5 ng d' ADN plasmidique. 300iil d'une solution II de transformation 
(LiAc O.IM, Tris-HCl pH 7.5 lOmM, EDTA ImM dans du PEG4000 40%) sont ensuite 
ajout6s, puis I'ensemble est mis £l incuber i 28°C pendant 30 minutes. Un choc 

25 thermique est ensuite appliqu6 sur le melange de transformation dans un bain-marie h 
AO'C pendant 15 minutes puis I'ensemble est centrifuge a 15000 rpm pendant 1 mn 
afin de recoltor le culot cellulaire. Ce culot est repris dans 200|al d'eau puis 6tale sur 
tin milieu minimum gelos6 ne contenant pas les acides aniines cortespondant aux 
maiqueurs apport6s par le plasmide transformant. Les levures sont ensuite mises i 

30 cultiver pendant 72 heures a 28^. 

Dans le cas particulier de la tranformation de la levure par la banque d'ADNc de 
cerveau, on precede comme suit: 
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La levure utilisfie contient le plasmide pGAL4DB-CAPP codant pour la partie C- 
terminale de I'APP fusionn6e au domaine de liaison i I'ADN de GAL4. Elle est 
cultivfe dans 250ml de milieu minimum YNB+His+Lys+Ad+Leu a 28*'C sous 
agitation jusqu'^ une density de 10^ cellule^ml. Les cellules sont r6coltees par 

5 centrifugation k 3000rpm pendant 10 minutes et reprises dans 250ml d'eau. Ap^ une 
nouvelle centrifugation le culot cellulaire est repris dans 100ml d'eau et k nouveau 
centrifug6. Le culot est alcs^ repris dans lOml de la solution I de transformation et 
incub6 pendant 1 heure h 28°C sous agitation. Aprds centrifugation les cellules sont k 
nouveau reprises dans 2,5 ml de la solution I de transformation, de 100 [d de la banque 

10 d'ADNc de cerveau et de 20 ml de la solution II de transformation, puis incub6es 
pendant 1 heure a 28°C sous agitation. Un choc thermique est effectu6 sur ce melange 
de transformation a 42*'C pendant 20 minutes. Une centrifugation (3000 rpm pendant 
5mn) est repetee 3 fois de suite, en reprenant a chaque fois le culot avec 10 ml d'eau 
sterile. La troisieme fois le culot est repris avec 2,5 ml de PBS. Ainsi le PEG toxique 

15 pour les cellules a ete elimin§. 2,4 ml de cette suspension sont utilises pour 
ensemmencer 250 ml de milieu, mininmm contenant les acides amines His, Lys, Ad et 
cultiv6s durant une nuit dans un shaker a 28°C. Les 100 ^1 de cette suspension restants 

2 3 

servent a verifier I'efficacit^ de la transformation; pour cela des dilutions de 10' , 10" 
et 10"^ de cette suspension ont 6te r6alisees et etalees sur im milieu minimum contenant 

20 les acides amines His, Lys, Ad. Aprds culture a 28°C durant 2 jours les colonies 
obtenues ont 6t6 comptees et le taux de transformation est determine en utilisant la 
formule : "nombre de colonies x facteur de dilution". La culture de nuit est centrifugee 
(3000 rpm pendant 5 mn) et lavee k I'eau sterile deux fois de suite. Le culot est ensuite 
repris dans 2,5 ml d'eau. 2,4 ml, dont le volume est amen6 k 10ml dans de I'eau st§rile, 

25 sont utilises poxir ensemencer 10 boites de 435 cm^ contenant un milieu YNB+Lys+Ad 
et mis a incuber pendant 3 jours. Les 100 ^1 restants sont utilises pour effectuer les 
memes operations que lors de la determination du taux de transformation, afin de 
determiner le taux d' amplification du nombre de colonies au cours d'lme nuit de 
culture. 

30 L' ADN (genomique et plasmidique) est extrait des levures de la maniere suivante:. 

La valeur d'une anse moyenne d'un clone de levure est mise dans 200^il d'luie solution 
TELT (TViton XlOO 2%, SDS 1%. NaCl lOOmM, Tris pH8 lOmM, EDTA ImM), en 
presence de 3g de Wiles de verre de 450 |jm de diamfetre et de 200^1 de 
phfenol/chloroforme. Ce melange est vortex6 pendant 15 minutes, puis centrifugfe 
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pendant 2 minutes k 14000 tpm. Le sumageant est collect6 sans prelever la galette 
proteique et I'ADN contenu dans cette phase est pr6cipit6 avec 2,5 volumes d'ethanol 
absolu. Apres centrifugation pendant 2 minutes i 14000 rpm, le culot d'ADN est 
seche et repris dans 20[d de TERNAse. Cette solutiwi d'ADN, qui correspond i un 
5 melange d'ADN genomique et plasmidique, sert directement i transformer des 
bact^es. Seul I'ADN plasmidique est capable de se r6pliquer dans les bact6ries et 
peut etre analyse par la technique de miniprep. 



1 J,) Test d'artivite de la ppalactosidase. 

10 Une feuille de nitrocellulose est pr^alablement deposee sur la boite de Petri contenant 
les clones de levures individualises. Grace au ph6nomene d'adsorption on obtiendra 
une image fidele de I'emplacement des cldnes. Cette feuille est ensuite plong6e dans de 
I'azote liquide pendant 30 secondes afin de faire 6clater les levures et de liberar ainsi 
r activity Bgalactosidase. Apr^s decongelation, la feuille de nitrocellulose est deposee, 

15 colonies vers le haut, dans une autre boite de Petri contenant iin papier Whatman 
prealablement imbibe de 1,5ml de solution PBS (Na2HP04 60mM, NaH2P04 40mM, 
KCl lOmM, MgS04 ImM. pH7) et de 10 30fj.l de X-Gal (5-bromo-4-chloro-3- 
indoyl-p-D-galactoside) a 50mg/ml de N,N-dimethylfomiamide. La boite est ensuite 
placee dans une etuve S 37°C couvercle fam§ pour eviter le dessechement . Le temps 

20 d'apparition de la couleur bleue peut Stre tres variable, de quelques minutes a plusieurs 
hemes. Ce test doit toujours se faire en presence d'un temoin positif dont I'interaction 
est connue et vire rapidement au bleu. 



EXEMPLE 1: Construction d'un vecteur permettant I'expression d'une proteine 
25 de fudon entre la partie C-terminale du precurseur du peptide amylo'ide (CAPP) 
et le domaine de liaison a TADN de GAL4 

Le criblage d'une banque utilisant le syst^me double hybride necessite que la region C- 
terminale de I'APP (CAPP) soit fusionn6e au domaine de liaison a I'ADN de la 
proteine transactivatrice GAL4. L' expression de cette prot6ine de fusion est r&ilis6e 
30 grSce au vecteur pGBTlO (cf matmels et m^thodes), dans lequel nous avons introduit. 
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dans le mgme cadre de lecture que la sequence correspondant au domaine de liaison d 
I'ADN de GAL4 (GAL4DB), la sequence codant pour le CAPP figurant dans la 
sequence presentee en SEQ ID N"*l. 

Le fragment d'ADN de 138 pdb correspondant aux 46 demiers acides amines de 
5 TAPP a et6 obtenu par PGR k partir des oligonucleotides (SEQ ID N**3 et NM) qui 
nous ont egalement permis d'introduire les sites EcoRI et Sail aux extremites de la 
sequence. Le fragment de PGR a 6t6 introduit entre les sites EcoRI et Sail du multisite 
de clonage du plasmide pGBTlO en aval de la sequence correspondant au GAL4DB 
pour donner le vecteur pGAL4DB-CAPP (fig.2). 
10 La construction a et6 verifi6e par s^quen^age de I'ADN. Cette verification nous a 
permis de montrer que ce fragment ne presentait pas de mutations g6ner6es au cours 
de la reaction de PGR et qu'il etait fusionn6 dans la mSme phase ouverte de lecture 
que celle du fragment correspondant au GAL4DB. 



15 EXEMPLE 2! CRIBLAGE DE LA BANOUE DE FUSION DE CERVEAU. 

Le criblage d'une banque de fusion permet d'identifier des clones produisant des 
proteines fusionnees au domaine transactivateur de GAL4, pouvant interagir avec 
notre proteine d'int^ret. Gette interaction permet de reconstituer im transactivateur qui 
va alors etre capable d'induire I'expression des gdnes rapporteurs His3 et LacZ dans la 
20 souche YGM. 

Pour effectuer ce criblage nous avons choisi une banque de fusion r^alisee a partir 
d'ADNc provenant de cerveau humain. Gomme cette banque nous a ete foumie sous 
forme de bacteries, I'ADN plasmidique de la banque a tout d'abord 6t6 purifie. 

2.1) Preparation de I'ADN plasmidique d'u ne banque de fusion.. 

25 L'ADN plasmidique de la banque d'ADNc de cerveau a ete extrait suivant le 
protocole Glontech® (voir mat6riels et m6thodes, § 11). Lors de cette preparation il 
etait important de preserver la repr&entativite de la banque, c'est i dire, conserver le 
nombre de plasmides ind^ndants qui la constitue et qui sont iau nombre de 1,2.10* 
plasmides. 
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criblage double hybride. Pour pouvoir en obtenir en grande quantite, cet isolement 
n6cessite au pr§alable une transformation d'Ecoli par un extrait d'ADN des souches 
de levures positives. Comme le plasmide de la banque contenu dans cet extrait est un 
plasmide navette levure/E.coli il pourra facilement se r^Iiquer chez la bacterie. Afin 

5 d'eviter d'isoler le plasmide GAL4 DB - CAPP qui est lui aussi prfesent dans la levure 
nous avons travaill6 sur des souches qui en sont d6pourvues. 
Les ADN plasmidiques des colonies bact&iennes obtenues apres transformation par 
des extraits d'ADN de levures ont 6te analysees par digestion avec des enzymes de 
restriction et separation des fragments d'ADN sur gel d'agatx>se. Nous avons obtenu 3 

10 jKofils de restriction diff6rents sur les 5 clones analyses (7D, 3E. 9A, 3H. 3G) (fig 2). 
Ces r^sultats ont montre que 2 plasmides identiques sont au moins represent6s dans 2 
clones de levures differents, les clones 7D, ainsi que les clones 3H et 3G. L'ADN du 
clone 3E est obtenu £l partir de souches de phenotype His+ et (3GAL+. 



15 RXEMPLE 4! DETERMINATION DE LA SEQUENCE DES INSERTS DES 
PLASMIDES IDENTIFIES. 

Le s6quen5age a ete r6alis6 a partir de 1' oligonucleotide (SEQ ID N^S) 
complementaire de la region de GAL4TA a proximite du site d' insertion de la banque 
de cDNA de cerveau, a 52 pdb du site EcoRI. 

20 La comparaison des 3 sequences avec les sequences contenues dans les banques de 
donnfees GENBank et EMBL (European Molecular Biology Lab) a montr6 que les 
sequences des ADNc qui etaient dans les plaanides issus des souches 9A et 3H 
pr^sentent 87% d'homologie au niveau nucleique avec le g^ne murin codant pour la 
protfeine FE65, elles sont representees en SEQ ID N''2, et que la sequence du plasmide 

25 issu de la souche 7D pr6sente 60% d'homolo^e avec ce meme gene ( voir figure 3). 
L' analyse de la sequence des plasmides issus des souches 9A et 3H indique que ceux- 
ci contiennent deux regions chevauchantes correspondant k un m§me ARNm. 
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de nous preserver de la perte de plasmides de la banque au cours de cette 
preparation, le lot d'ADN plasmidique que nous avons constitu6 a et6 obtenu ^ partir 
d'un nombre de colonies bacteriennes isolees correspondant i un peu plus de deux fois 
la representativitS de la banque soit 4.10^ colonies. 

5 2.2) Transformation par banque de ceiveau et selection par le test d'activit6 
pgalactosidase. 

Lors du criblage il est n§cessaire de preserver la probabilit6 que chaque plasmide 
ind6pendant de la banqtie de fusion soit present dans au moins une levtire en mgme 
temps que le plasmide GAL4DB-CAPP. Pour preserver cette probabilitS U est 

10 important d' avoir ime bonne efficacitd de transformation de la levure. Pour cela nous 
avons choisi un protocole de transformation de la levure donnant une efficacite de lO' 
cellules transformees par \ig d'ADN. De plus comme la cotransformation de la levure 
par deux plasmides differents rfeduit cette efficacit6, nous avons pr6f6r6 utiliser une 
levure pr6alablement transform^ par le plasmide pGAL4DB-CAPP. Cette souche 

15 YCM-CAPP de ph6notype His-, Lys-, Leu- a 6t6 transformee par lOOjxg d'ADN 
plasmidique de la banque de fusion. Cette quantit6 d'ADN nous a permis d'obtenir 
aprds estimation (voir materiels et m6thodes) lO' cellules transformees, ce qui 
correspond I un nombre 16gerement superieur au nombre de plasmides independants 
quie constitue la banque. D'apres ce resultat nous pouvons penser que la quasi totalite 

20 des plasmides de la banque a servi i transformer les levures. La selection des cellules 
transf orm6es, capables de reconstituer un transactivateur GAL4 fonctionnel, a ete faite 
sur un milieu YNB+Lys+Ad. 

A I'issu de cette selection 1000 clones avec un ph6notype His-H ont ete obtenus. Sur 
ces transf ormants un test d'activite Pgalactosidase a et6 effectufi afin de valider par 
25 I'exptession de I'autre g^ne rapporteur, LacZ. ce nombre de clones obtenus. 68 des 
1000 clones obtenus "presentaient le double phenotype His+, |3Gal-H pouvant 
correspondre a une interaction proteine-protfeine. 

F.XFMPLE 3! ISOLEMENT DES PLASMIDES DE LA BANQUE 

30 Afin d'identifia- les prot6ines pouvant intoragir avec le CAPP, nous avons extrait les 
plasmides de la banque de fusion contenus dans les levures selectionn6es lors du 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 



(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: RHONE POULENC RORER S.A. 

(B) RUE: 20, Avenue Raymond Aron 

(C) VILLE: ANTONY 
10 (E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 92165 

(G) TELEPHONE: 40.91.69.22 

(H) TELECOPIE: (1) 40.91.72.96 

15 (ii> TITRE DE L' INVENTION: 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 5 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 
20 (A) TYPE DE SUPPORT: Tape 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR :1 500 
30 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1 : 



40 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 1275 

(B) TYPE: nucleotide 

45 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 



(D) CONFIGURATION: lingaire 
(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 



55 CGG GAG GAG TCC CAG CTC ACC TGG ACA GGT TTT GCT CAT GGA GAA GGC 48 
Arg Glu Glu Ser Gin Leu Thr Trp Thr Gly Phe Ala His Gly Glu Gly 
1 5 10 15 



TTT GAG GAT GGA GAA TTT TGG AAG GAT GAA CCC AGT GAT GAG GCC CCA 96 
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20 



25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



Phe Glu Asp Gly Glu Phe Trp Lys Asp Glu Pro Ser Asp Glu Ala Pro 
20 25 30 

ATG GAG CTG GGA CTG AAG GAA CCT GAG GAG GGG ACG TTG ACC TTC CCA 144 
Met Glu Leu Gly Leu Lys Glu Pro Glu Glu Gly Thr Leu Thr Phe Pro 
35 40 45 

GOT CAG AGO CTC AGC CCA GAG CCG TTG CCC CAA GAG GAG GAG AAG CTT 192 
Ala Gin Ser Leu Ser Pro Glu Pro Leu Pro Gin Glu Glu Glu Lys Leu 
50 55 60 

CCC CCA CGG AAT ACC AAC CCA GGG ATC AAG TGT TTC GCC GTG CGC TCC 240 
Pro Pro Arg Asn Thr Asn Pro Gly lie Lys Cys Phe Ala Val Arg Ser 
65 70 75 80 

CTA GGC TGG GTA GAG ATG ACC GAG GAG GAG CTG GCC CCT GGA CGC AGC 288 
Leu Gly Trp Val Glu Met Thr Glu Glu Glu Leu Ala Pro Gly Arg Ser 
85 90 95 

ACT GTG GCA GTC AAC AAT TGC ATC CGT CAG CTC TCT TAC CAC AAA AAC 336 
Ser Val Ala Val Asn Asn Cys lie Arg Gin Leu Ser Tyr His Lys Asn 
100 105 110 

AAC CTG CAT GAC CCC ATG TCT GGG GGC TGG GGG GAA GGA AAG GAT CTG 384 
Asn Leu His Asp Pro Met Ser Gly Gly Trp Gly Glu Gly Lys Asp Leu 
1 1 5 120 1 25 

CTA CTG CAG CTG GAG GAT GAG ACA CTA AAG CTA GTG GAG CCA CAG AGC 432 
Leu Leu Gin Leu Glu Asp Glu Thr Leu Lys Leu Val Glu Pro Gin Ser 
130 135 140 

CAG GCA CTG CTG CAC GCC CAA CCC ATC ATC AGC ATC CGC GTG TGG GGC 480 
Gin Ala Leu Leu His Ala Gin Pro lie lie Ser lie Arg Val Trp Gly 
145 150 155 160 

GTC GGG CGG GAC AGT GGA AGA GAG AGG GAC TTT GCC TAC GTA GCT CGT 528 
Val Gly Arg Asp Ser Gly Arg Glu Arg Asp Phe Ala Tyr Val Ala Arg 
165 1.70 175 

GAT AAG CTG ACC CAG ATG CTC AAG TGC CAC GTG TTT CGC TGT GAG GCA 576 
Asp Lys Leu Thr Gin Met Leu Lys Cys His Val Phe Arg Cys Glu Ala 
180 185 190 

CCT GCC AAG AAC ATC GCC ACC AGC CTG CAT GAG ATC TGC TCT AAG ATC 624 
Pro Ala Lys Asn lie Ala Thr Ser Leu His Glu He Cys Ser Lys He 
195 200 205 

ATG GCC GAA CGG GGT AAT GCC CGC TGC TTG GTA AAT GGA CTC TCC CTG 672 
Met Ala Glu Arg Gly Asn Ala Arg Cys Leu Val Asn Gly Leu Ser Leu 
210 215 220 

GAC CAC TCT AAA CTT GTG GAT GTC CCT TTC CAA GTG GAA TTC CCA GCG 720 
Asp His Ser Lys Leu Val Asp Val Pro Phe Gin Val Glu Phe Pro Ala 
225 230 235 240 

CCT AAG AAT GAG TTG GTC CAG AAG TTC CAA GTC TAT TAC CTG GGG AAT 768 
Pro Lys Asn Glu Leu Val Gin Lys Phe Gin Val Tyr Tyr Leu Gly Asn 
245 250 255 
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GTA CCT GTT GCT AAA CCT GTT GGG GTA GAT GTG ATT AAT GGG GCC CTC 816 
Val Pro Val Ala Lys Pro Val Gly Val Asp Val lie Asn Gly Ala Leu 
260 265 270 

5 GAG TCA GTC CTG TCC TCC AGC AGC CGT GAA CAA TGG ACC CCA AGT CAT 864 
Glu Ser Val Leu Ser Ser Ser Ser Arg Glu Gin Trp Thr Pro Ser His 
275 280 285 

GTC AGT GTG GCC CCT GCT ACC CTC ACC ATC TTG CAC CAG CAG ACA GAG 912 
10 Val Ser Val Ala Pro Ala Thr Leu Thr lie Leu His Gin Gin Thr Glu 
290 295 300 

GCA GTG CTG GGA GAG TGT CGG GTG CGT TTC CTC TCC TTC CTG GCC GTG 960 
Ala Val Leu Gly Glu Cys Arg Val Arg Phe Leu Ser Phe Leu Ala Val 
15 305 310 315 320 

GGC AGA GAT GTC CAC ACG TTT GCA TTC ATC ATG GCT GCC GGC CCA GCC 1008 
Gly Arg Asp Val His Thr Phe Ala Phe lie Met Ala Ala Gly Pro Ala 
325 330 335 



20 



40 



45 



55 



TCC TTC TGC TGT CAC ATG TTC TGG TGC GAG CCC AAT GCT GCC AGC CTC 1056 
Ser Phe Cys Cys His Met Phe Trp Cys Glu Pro Asn Ala Ala Ser Leu 
340 345 350 



25 TCA GAG GCT GTG CAG GCT GCG TGC ATG CTT CGC TAG CAG AAG TGT CTG 1104 
Ser Glu Ala Val Gin Ala Ala Cys Met Leu Arg Tyr Gin Lys Cys Leu 
355 360 365 

GAT GCC CGT TCC CAG GCC TCC ACC TCC TGC CTC CCA GCA CCC CCT GCT 1152 
30 Asp Ala Arg Ser Gin Ala Ser Thr Ser Cys Leu Pro Ala Pro Pro Ala 
370 375 380 

GAG TCT GTG GCA CGG GGT GTA GGG TGG ACT GTC CGC AGG GGT GTT CAG 1200 
Glu Ser Val Ala Arg Gly Val Gly Trp Thr Val Arg Arg Gly Val Gin 
35 385 390 395 400 

TCG CTG TGG GGC TCC CTG AAG CCC AAA CGG GTG GGG GGC CAT ACC CCA 1248 
Ser Leu Trp Gly Ser Leu Lys Pro Lys Arg Val Gly Gly His Thr Pro 
405 410 415 



TGA AGA AGC CCC ACC TTC CCT CCA CCT 1275 
* Arg Ser Pro Thr Phe Pro Pro Pro 
420 425 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 



(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 27 
50 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lingaire 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
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CAAGTCGACC TAGTTCTGCA TCTGCTC 27 



5 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR 

(B) TYPE: nucleotide 

10 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 



15 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 

CAAGAATTCA AGAAACAGTA CACATCC 

20 (2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 23 

(B) TYPE: nucleotide 

25 (C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lingaire 



30 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 



CTATTCGATG ATGAAGATAC CCC 



23 
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REVENDICATIONS 

1. Peptide caracterise en ce qu'il est capable d'interfecer au niveau de 
I'interaction de la prot^ine FE65 ou Tune de ses formes homologues avec la r6gion 
cytoplasmique de I'APP. 

5 2. Peptide seton la revendication 1 caracteris6 en ce que rinterferraice se 

traduit par un ralentissement, ime inhibition ou une stimtdation de ladite interactiba 

3. Peptide selon I'une des revendications 1 ou 2 caract6ris6 en ce qu'il est 
capable de se lier au niveau du domaine d'interaction entre la prot6ine FE65 ou I'une 
de ses formes homologues et la region cytoplasmique de I'APP. 

10 4. Peptide selon la revendication 1, 2 ou 3 caracterise en ce qu'il comprend 

tout ou partie de la SEQ ID N"!, SEQ ID N''2 ou d'un derive de celles-ci. 

5. Peptide capable d'entrer en competition avec un peptide selon I'une 
quelconque des revendications 1 S 4 au niveau du domaine d'interaction entre la 
proteine FE65 ou I'une de ses formes homologues et la region cytoplasmique de 

15 I'APP. 

6. Compost non peptidique ou non exclusivement peptidique capable de 
moduler I'interaction entre la proteine FE65 et la region cytoplasmique de I'APP 
obtenu par reproduction des motifs actifs des peptides selon les revendications 1 a 5 
par des structures non peptidiques ou non exclusivement peptidiques. 

20 7, Sequence nucl6otidique codant pour un peptide tel que d6fini en 

revendication 115. 

8. Sequence nucleotidique selon la revendication 7 caracteris6e en ce qu'il 
s'agit d'une sequence comprenant tout ou partie de la SEQ ID N'l, SEQ ID N°2 ou 
d'lme sequence deriv6e de celles-ci. 

25 9, Sequence selon la revendication 7 ou 8 introduite dans tm vecteur viral ou 

non viral. 

10. Oligonucleotide antisens d'une sequence selon la revendication 7 ou 8. 
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11. Anticorps ou fragment d'anticorps caracterise en ce qu'il est dirige contre 
un peptide selon I'me des revendications 1^5. 

12. Sonde nucleotidique capable de sTiybrido: avec tin adde nucleique selon 
I'une des revendications 1 a 5 ou avec TARNm cOTtespondant 

5 13. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au moins 

im peptide selon I'une des revendications 1 J 6 ou un anticorps ou fragment d'anticorps 
selon la revendication 11 ou une sequence nucleotidique selon I'une des revendications 
7^9. 

14. Composition pharmaceutique selon la revendication 13 caracteris^ en ce 
10 qu'elle comprend un vecteur viral ou non viral recombinant dans lequel est incorpor6e 

line sequence nucltotidique selon la revendication 7 ou 8. 

15. Composition phamaceutique selon la revendication 14 caracteris6e en ce 
qu'il s'agit d'un vecteur viral choisi parmi les retrovirus et les adenovirus. % 

16. Composition pharmaceutique selon tme des revendications 13 & 15 
15 destinee a moduler I'interaction entre la proteine FE65 et la region cytoplasmique de 

I'APP. 

17. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 ou 17 destinte a 
interf6ier au niveau de I'interaction entre la proteine FE65 et la region cytoplasmique 
de I'APP. 

20 18. Composition pharmaceutique selon la revendication 16 destinSe au 

traitement des maladies neurod6g6n6ratives. 

19, Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 
11 et/ou d'une sequence nucl6otidique selon I'une des revendications 7 ou 8 pour le 
typage de maladies neurodegeneratives. 

25 20. Proc6de de pr6paration d'un peptide selon I'une quelconque des 

revendications 1 k 5 caract6ris6 en ce que Ton cultive une cellule contenant une 
sequence nucleotidique selon la revendication 7 ou 8 dans des conditions d'ejqwBSsion 
de ladite sequence et on rteup^ le peptide produit. 
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21. Virus recombinant defectif comprenant une sequence nucleique 
h6t6rologue codant pour un polypeptide selon Tune des revendications 1^5. 
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Figure 1 
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